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Beschreibung 



. Die voriiegende ErSndun* betrifft^ ^tSS^SS^^SS^^ £32 
5 seine Hereteflung durch l>NA-Manipvuauon rrKn7/Tpr^tilrtioii zusammenhangen. 

10 7% Sdte 3666 (1975)} Der Junior ^crose I^JL^MMe nrSSS^aktion auf "StreB'-Signale. 

S*^,^^^ ESS—'- - ™ 

15 SchwferigkeitenW^^ bWogfachen AMvMten [B. Beutler et al, 

Tdendty of tumoUrnecro^ factor ^ p ^ 6 ^^^^S>r and interkukin 1: cytokines 
withmu^lcovcrkpp^ 

ziert durch Sthnufiercng der vasknttren :^9 > ^^^^^^^^^p^ e a a ^ emschlieBlkh 
B and Gewebezerstfirung Cn^^ ^pKbweiMdurd S"^^^^^^^^^ necrose 
ConaKenaseproduktion durch Dennaffibroblaste und S? 11 ^^^^ j^VTT R^Tfed. 163.&Hte 1433 

der folgeodcn Rlgenw£afteahat; 

fader Inhibitor hemmtnichtdi TL-XBea^^B^^M^^BwOmewaTBaio 
tor IL-1 ( ,B I-IL-la;ui die MurinThymoma-Subwsffinie HL4-6.1. 
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PAGE). # , 

Als weiterer der alternativer Aspekt wird daher ein Protein geschaffen, das TNFa-vermittette Aktivitftt 
selekriv inhibiert, das eine oder mehrere der folgenden Eigenschaften hat: 

(a) Ein Molekulargewichtvon etwa 33 kDa, bestimmt durcfa SDS-PAGE; 5 

(b) eincn isoelektrischen Punkt (pi) im Bereich von 55 bis 6.1, bestimmt durch Chromatofohissierung; 

(c) Hemmung der Standard-TNF-Bcstimmung von verschiedener Toxizitfit von Marin L929-Zellen» behan- 
delt mit Actmomycin D, wie beschrieben von G. Nedwin et aL "Effects of raterleukin % interferon-/ and 
mitogens on the production of tumour necrosis factors a and /F, J. ImmunoL, 135, Seite 2492 (1985). Diese 
Hemmung kann durch weitere Zugabe von TNFa uberwunden werden, was anzeigt daB die Hemmung io 
kdnkurrierend ist Der Inhibitor ist auch ein Inhibitor der TNF/?-Aktivitfit, obzwar die Hemmung von TNFa 

bei dieser Pruning wirksamer ist als dfejenige von TNF# 

(d) Hemmung von TNF-induzierter PGEVFeisetzung aus menschlicheii Fibroblasten und SynoviaizeBen; 

(e) der Inhibitor beeinfhiBt storend die Bindung von TNFa an U937-Zellen (eine monocytische TumorzeQi- 
nie, wie gezeigt durch die Hemmung der Bindung von radioaktiv markiertem TNFa ( ,25 I-TNFa^ w 
(f> die Spaltung ernes vorgefbrmten TNFa : U937-ZeHkomplexes wird durch den Inhibitor in temperaturab- 
hangiger Wdse gcfdrdert; 

(g) der Inhibitor baut TNF durch proteolytische Spaltung nicht ab; 

(h) der Inhibitor hemmt nicht die II^l-Rezeptor-Bmdungsaknvfcat z. B. die Bindung von racfioaktiv mar- 
Merter IL-1 (^HL- lqjzu der Murin Tlrymonia-SubzelHnie EL4— 6d. 20 

Vorzugsweise hat der TNFa-INH gemfiB voriiegender Erfindung beide Eigenschaften (a) und (b) und eine 
oder mehrere der Eigenschaften (c) bis (h). 

msbesondere hat der TNFa-INH der vorliegenden Erfindung atle Eigenschaften (a) bis (h> 
* Das erfindungsgemflBe Protein hat eine aminotenninale Aminosfiuresequenz fblgendermaBen: 25 

Asp-Ser-Val-C^Pro^Gfar^^ 

Es wird f erner angenommen, daB (fie nfichsten drd Aminosfiuren eine Glycoxyiierungsstelle schaffen und daB 
die Sequenz afch so fortsetzt: » 

Aiin-Ser-Thr-Lys. 

Es sei erwahnt, daB ein ThTFo-mhibitor gemfiB der Erfindung eine Aminosfiuresequenz umfaflt im wesentii- 
cfaen eatsprechend der Sequenz von nanvem TNFo^INH und enthahend eine aminotenninale Sequenz, die ins 35 
wesentlichen mh derjenigen wie oben beschrieben identisch ist Die Sequenz eines TNFa-Iimibitors gemfiB der 
Erfindung wird demnach identisch sein mit der Sequenz von iiauvem TNFo-INH oder eine oder mehrere 
Ddetkmen, Substituubnen, Insertionen, Inversionen oder Addidonen attelen Ursprungs oder anderweitig ent- 
halten, wobei die sich ergebezxie Sequenz wenigstens 80% und vorzugsweise 90% Homologie mit der Sequenz 
von nanvem TNFa-INH habeo wird und im wesentlichen die gletchen biologischen Eigenschaften des Proteins 40 
behalten winL 

Der TNFo-Inhibitor gemfiB der Erfindung hat gezeigt, daB er proteinartig ist, indemer durch Erhhzen in Zeit- 
und Temperatur-abhfingiger Weise inaktiviert und durch Behandhing mit Trypsin oder Pronase zerstdrt wird 

Der TNFa-INH gemfiB der Erfindung hat auch gezeigt daB er ein Giycolprotein ist da die Behandhing mit 
demEnzymEndogryoosidaseFdasM^^ . 45 

GemliB einem weitereu oder ahematrven Aspekt der Erfindung wird somit ein TNFo-Inhibitor, wie hier 
defmiert geschaffen; der jedoch in im wesentlichen ungiycoHaiertem Zustand ist 

Dd Inhmhoren gemfiB der Eifundung aind von Interesse bei der Bchandlung von Zustfinden, wo es erwunscht 
ist die TNFo-Akuvitfit zu hemmen, beispielsweise soiche Zustftnde, welche von den Wirkungnen der TNF 
kommen, wie G ewl cfats verl ust Scbocfc Kachexie und chronische lokate Entzundungen, rheumatoide Arthritis, 50 
(fisscmimerte(gestreutc)mt^ m m t m . t 

GemfiB einem weitereo Aspekt der Erfindung wird ein TNFa-Inhibitor, wie hier definiert, oder ein pnarma- 
zeutisch annehmbares Derivat davon geschaffen, zur Verwendung als aktives therapeutisches Mittet insbeson- 
dere bei der Behandlung von Zustfinden, cfie mit ubennfiBiger oder unregelmaBiger TNFa-Produktion verbun- 
den sincL ® 

Nach einem weiteren oder alternativen Aspekt der Erfindung wird eine Methode zur Behandhing von 
Zustanden, die mit ubennfiBiger oder nicht regulimer TNFa-Produktion in einem Sfiugetier emscfaBefliich des 
Menschen verbunden snxl, geschaffen, umfassend die Verabrekhung einef wirksamen Menge eines TNFo-Inhi- 
bitors* wie hier beschrieben, oder eines phannazeutisch annehmbaren Derivats davon, 

GemfiB einem weteren oder altema^i^ so 
bitorvwie hier beschrieben, oder eines pharmazeudsch annehmbaren Derivats davon zur Erzeugung eines 
Aimehmttel zur Behandlung von Zustfinden, die mh ubennfiBiger oder nicht reguherter TNFa-Produktion 
verbunden sind, vorgesehenw 

I^denFachmannistersiclktlk^daBdie bier angegebene Bezugnahme auf di Behandhing sich auch anf die 
Prophyiaxe erstreckt aowie^uf die Behandlung von bestehenden Zustfinden oder Symptomen, 65 

Essei Feraer erwfihnt daB die Menge an TNFo-Inhibitor gemfiB der Erfindung, die zur Verwendung bei der 
Behandlung erf orderfich ist nicht nur mit dem Yerabreichungsweg variieren wird, sondern auch mh der Natur 
des zu behandemden Zustandes und d nn Alter und der Konditiond^ Patienten undletzten Endes ins Ermessen 
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desbehandeMdenAr^^^ 

Bereich von etwa 5/) bis 500 per Kflogramm I ^ e, ^^P™ ! , l j* ^ 

bis 300 (ig/lcg/Tag, vorzugswejse im Berelch y on .^J*iifW^ eben ^ ais vertalte Doslenm- 

oderetapharnmedfcAaiiiiehmW und/oder prophyiaktischea 

SSSimg ver^cband undRtr d m ^^^ t 3^^«chung (i R dim* Injekltan,«um 
We erfindungsgemiBen Infaibitoren ^^^'^^^^X^^^si^imm/^^ 
BeispidBoSwoaoder^ 

leu. vorgefertigten Sprhzen, kleurvohnnigen ^^^^^^TSSte Fonnen ab Sospensioiien oder LOsun- 
beSd^nderenQ^^ 



flbBche Methoden znr Herstelhmg von ^^Vbebp«l3W^emff«r^^^ Necrose Faktor 

GemaB einem Weiteren Aspekt der ^Fi^J^^^SSSSS^ Uria von measchBchen 

Fieberpatienten, geschaftev Bne ^^^^^"^J^XSraWd^Urln tmd Fraktionieren des 

UrinTvonlneusc^^ mehrere MaBnahmen. bdspieb- 
Tuv^nni .« H«n mdsnoi Proteinen dieses Niedencfiiags aurcn w «« lu ^ HB ^ inrtngn .. 



40 



Urins von meuscnBchen ^^^^A^^m^^da^at odor mehrere MaBnahmen, beispiels- 

*XSkKnin^^ kann die 

dneRoihevonSchri^v^ob^er^ 

duns einer StandaraBonxentrattoMt^^ ^ leta ^ A ^«S^^?SwU«be dnrch Zogabo von 

dann am dem ro&n Urfa outer V^^^to^^^^ 
^onhnosnlrat, bta m einer Konzentranon von «Wb £w^^^daKd 

^W^jhrerDUteeMinderotete^ umfassen 
^rigSaften der Proteirie ist Geeigneto ^^^J^^S^S^^^^)^* Vittir^- 

zur KationenattstauschclmjiimtogTaphle ^^^^^^^^H^^init eawm geeigneten Puffer wie 
Ofi M Natrhmacfalorid enthfilt. chiicrt werden. 
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Die vereinigten aktiven Fraktionen werden weiter gereinigt durch Affinitfitschromatographie auf gebunde- 
nem rekombinanteni TNFa (rhTNFaJt gekuppett an eine geeignete Matrix, beispielsweise Mini-Leak Agarose 
(Kern En Tec, Biotechnology Corp, Dftnemark). Die Sftule sollte gepuffert sein, unter Verwendung von beispiels- 
weise einem Fhosphatpuffer (z.B. 03 M Kaliumph sphat pH Bfi). Aktive Gruppen, die nicht an rh TNFa 
gebunden sind, soilten blockiert werden unter Verwendung von Ethanolamin-HCl pH Sfi Puffer. Die Sftule sollte 5 
mit einem geeigneten Puffer, beispielsweise Tris-HO, gegebenenfalls enthaltend Natriumchlorid, equilibriert 
werden und der TNFa-INH wird mit einem sauren (pH 3,5) Giycinpuffer eluiert Die eltrierten Fraktionen soilten 
sofort auf pH 7,0 durch Zugabe von beispielsweise Tris-Base eingestellt werdea 

Die aktiven vereinigten Fraktionen werden vorzugsweise vor dem endgflltigen Reinigungsschritt der Um- 
kehrphasen-FPLC (Fast-protein-I^uid<3iromatogr^hie) tyophHisiert werden. Vor deren Aufbringung auf die 10 
FFLC-Sflule sollte die lyophilisierte TNFoINH-Fraktion mit einem geeigneten Puffer wie Triflnoressigs&ure 
(TFA) (Fulka, Buchs, Schweiz), HeptafhiorbuttersAore (HFBA) oder Essigsfture gepuffert werden. Die Elution 
des TNFovINH aus der FPLC-Sftule kaxm unter Verwendung Qbhcher Techniken durciigefOhrt werden, bei- 
spielsweise mit einem geeigneten Puffer, wie vorstehend beachrieben, gegebenenfalls enthaltend einen Alkobol, 
beispielsweise N-Propanok 15 

Die eluierte Fraktion sollte sofort gepuffert werden, beispielsweise mit Ammonhimbicarbonat und lyophili- 
siert werden. Der TNF<*INH ist dann in im wesentlichen homogener Form, geeignet zur weiteren Prflfung auf 
biologische Aktivitftt und zur Herstellung in einer geeigneten Form zur therapeutischen Verwendung. 

Es wird demnacri ate weiterer oder ahernatrver Aspekt der Erfindung ein Protein geschaffen, das TNFa-ver- 
mhtehe Aktivitftt selektiv hemmt, die im wesenthchen klentisch ist mil derjenigen, die nach dem obigen Verfah- 20 
ren erhalten wurde. 

Die Ffthigfceit, den TNFo-INH d er vorliegenden Erfindung bis zur Homogenitftt zu reinigen, hat die Sequen- 
zienmg des N-tenxrinalen Teils dieses Protdnmolekflls ermOgOcht Diese Sequenz nimmt teil bdm IQonen ernes 
Gens, das TNFa-INH kodiert, und ermd" giicht so die Produktion von groBen Mengen von TNFa-INH in reiner 
Form zur weiteren biologischen Untersuchnng und gegebenenfalls zum therapetttischen Testen und zur Ver> 25 
wendung, 

Proben von homogenem TNF0-INH gemflB der Erfindung kflnnen durch flbbche Techniken sequenziert 
werden, beispielsweise unter Verwendung eines handelsQblichen automatischen Sequenzers, unter Verwendung 
von entweder Ninhydrin- oder Gtisphasenermittlung. Die ersten 17 Reste des aminotenninalen Teils des 
menschlichen TKFc^IKH, wie hier definiert, umfasscn die folgende Sequenz: 30 

Ajp-Ser-Vd<^-Pro^m<jry-Lys~^^ 

(identifiziert unter Verwendung eines automatischen S equenzers, ModeO 477A von Applied Biosystems). 

Eswirdferner 8jngenommen,daBolenftdistendrei Amino 35 
die Sequenz so fortffthrt: 

Asn-Ser-Thr-Lys, 

Es sei erwahnt, daB erne gute Methode zur Schaffung groBer Mengen von TNFo-INH in reiner Form durch 40 
rekomb inante DNA-Techniken besteht, welche in der Fachwelt gut bekaxmt sind ledoch erfordert die erfb tgrei- 
che Anwendung solcher Techniken nicht nur, daB der naturiichc und rekombinante TNFa INH oder seine 
Aktivitftt genau gemessen werden, sondern auch daB sowohl das natttrfiche als anch das reko mbm a nte Produkt 
bis zur Homogenitftt gereinigt werden kann. 

GemftB einem noch weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein Verfahren zur Erzeugung eines 45 
Ttanor Necrose Faktor-InMbitors gemftfi der Erfindung oder ein es Dcrivats davon geschaffen, durch Expression 
einer DNA-Sequenz, de einen solchen Inhibitor in einem geeigneten transformierten Wirt kodiert 

Ein sofches Verfahren umfafit das ZCchten eines mit Mokkfllen von rekombmanter DNA transformierten 
Wilts, iwnftt jggiiH DNA-Sequenzenu (fie den Inhibitor ko&eren, wekhe fin einen geeigneten Vektor eingeschoben 
wordensind. .. - • * • 50 

Qtti grr a nfeftr yntigrftft and prakfl ry a d gche Wirte kflnngn beispielsweise Sein Sttome von Baktericn, Hefen. 
andere Pflze und tierische ZeOen (einscfalieB&ch Insektenzellen) und PflanzenzeHen im Gewebe Besonders 
bevorzugte WlrtszeHen sind HefezeUen, E. coB-Zeflen und tierische Zellen. 

Die Expression dues Proteins mit Tumor Necrose Faktor-InhiWtor-Aktivrtftt wird errekfat durch ZOchten der 
tnmofonniertCT Wirtreflen in einem gftrigPf tfm W9dlff^* mm * tfl '" fW *t**rma\mrt>m wird «n arJehaa Kfedmm & 
enthaJten eine Quelle for Stickstoff wie Ammoniumsuhat, eine Quelle fDr Kohlenstoff und Energic wie Glucose 
oder Glycerin, Spurenekmente'und Faktoren, die fQr das Wachstum der besonderen Wlrtszellen wesentHch sind * 
Die gyn<tngn 7flr4iiTmggh*Hmgiingffl werden von dem gewfthlten Wert abhflngen; so wird beispielsweise im 
Falle von R coH submerse aerobe Fermentation bevorzugt, vorzu^weisc bd etwa 37° C 

r^^nrh famn die Expression induziert werden, beispielsweise durch Zugabe eines Indnziermittels oder go 
Verwendung von induzierenden Bedingungen far das Promotorsystem, das in dem Expresskmsvektor verweu- 
det wird. 

In Abhfingigkert von dem Wirt kann der TNFavInhibitor als granulare InMuabiiskArpcr produziert werden, 
welche narh der 2^eUyse durch Differentialzentrifugieren gewonnen werden kGnnen; cfiese kAnnen durch Qbtiche 
Methoden solubflisiert und durch hier beschriebene Methoden zur ReMgung des UrinrTNFovINH gereinigt 65 
werden. Ahernanv kaxm der TNFavInhibitor in LOsung in dem Cytosol seto, das in den periplasmischen Raum 
abgegeben oder zweckmftBig in das Kulturmedrum abgeg ben wird. 

Die WtrtggeBen werdfm dmrh n*k>r> m bin'»"** PNA^ Mnlrfrflln tnnsformiert, welche eine DNA-Sequera ent- 



7-16-01 ; U:08 ; REED TECH 



; 1 23 



7/ 2 i 



OS 39 10 323 



^okhe Expressionsvektoren ^ en ^^^^™S a te^^Sb^imte bakterieDe Plas- 

nride, bdspielaweise^iatQrl^ 
, che" Plasmide (in vitro konstruiert) wie Pf^P^^^JSSSclswcise M13, und andere fadcn- 
se die verschiedenen Derivatevon Ptagen-J ^^t^^S^^S^^ ^ ^^^^ 

toren. stammend yon Polyoma, Adenovin^ I^v^^ A^nm fc ^ n TOn TOT^inhlbitor- 

DNA-Sequenzen gemlS der ^^^^^SSS^^a vomFadnnann gat erkannt Der 
20 ctease charakterisiert , wddtt i ae ^^c^Spatog^^^ae, ausgewlbten DMA-Fragments 
BxprcsaionsvektoT und besoadera (fie dano ^^JS^SS^wird dnrchdne Vtebahl von Faktoren 
und seine wirksame Verknflpfnng an ^.pP"? 8 ™??™^ empfindHch and, die 

b^ttamt, einschlieBlich der ZaU der Stellen, die fta ^S^^^^^X^ d^^ession 

M kitofiert^en.in^^ 

einer Rahe von DNA-Proben ^^Y^^^^^^^adti^rijias gereinigte natOrfi- 
Protein hergesteHt werden, das als Q^^^^SSuSS^^ oben beschrieben, hergesteUt 
che Protein kann beispldsweae aus n ^^^V^^°^ , ^ , ^ ag ^ nte der Aminosaurcseqenz kodie- 

40 werden. I^generierte D^-Sequenzen, die l^^^^h^^^^ST^Z^ ^ bestimmen. 

S* werden versdiiedene DNA-Kartienmgeil *^S^S^S^^^mS^A- DNA 



dungJ^Heren, anagewUdtSo^ 

49 arm>lareMakre 1 >hageaoderUber^ 

fa^wJerabjdfcheaSyJtmovodennnFBne 

dardLfctenoMerento nm DNA-Sequen- 

vES von abWienCkafegr nod S«Wkdonste^ ^ 
zena totaBsterea und ^Henti&deren, wekte S^v^^M^tn^aK DNA-Sequen- 
*, P^kSyStochen Wirt die ^^^^^^S^^^^^ 

mrfWnmeflen.dtenihBofchenDKA 
GotaSB^weh^Aspekt^ 
Akdvttftt geschaffen, da. durch ^'^^YS^SSto SmT^ST^ Expression 
a, TNF^Iimibkor-Protem kodiert. erzeugt ^^J^^^^^^^^wvidea demnach tdentisch. 

65 einer DNA^equenz. ^^^^^^^^^^^^^^ 

nutd«SeqiiewvonnanTemTOT*IN^ Seqnem wfrd 

Iaversionenoder Addinonen al^Ur^ 

mindoteM 80% and vorzugsweis 90* H^^^jS^S^XJ 3^TOT4iibibitorgeinaBder 
« we^SSendieg^bto^^ 

Erfcidung em ^^^^^l^^s^S 33 einer DNA-Sequenz vOTchmol- 

^SrS) 1 ^^ ^ EXPre88l0n 
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TNFo-INU welcher di DNA-Sequenz kodiert, zu unterstfltzen oder die Sekretion, Reifung odcr Reinigung des 
TNFtf-INH von dem Wirt zu fBrdern; das verschmolzene (mtegrierte) P lypeptid kann intra- oder extra-cellular 
durch bekannte Technikcn cntf ernt werden oder der TNFa-INH kann zusammen mit dem integrierten Polypep- 
tid verwendet warden. 

Die TNFa-Inhibitoren, die durch Zftchten der eukaryotischen and prokaryotischen Wirte, transformiert mit 5 
DNA-Sequenzen, die TOF/>Inhibhoren kodieren, erzeugt werden, kdnnen dann nach Reinigung in den pharma- 
zeutiscfcen Zusammensetzungen gem&B der Erfindung yerwendet werden. 

Bs sei erwahnt, daft falls der TNFo-Inhibitor gem&B der Erfindung durch tieriscbe Zcllen erzeugt wurde 
dieser ein Glycoprotein 1st Prokaryodsche Expressioiissysteme werden jedoch das Protein in unglykohsiertem 
Zustand erzeugen. Aufierdem kann das giykolisicrte Protein durch bekannte Techniken im wesentliehen entgly- 10 
kolisiert warden, bdspielsweise durch Yerwendung von Endogtykoskiase-EnzymeiL 

Die folgenden nkht-beschrSnkenden Beispiele erlftutern die Erfindung. Alle Temperaturen sind in 0 C und aDe 
Prozentkonzentrationen in Gew.WoL angegeben. 

TNFa-Hemmtest 15 

Der Prozentsatz an TNFa-INH-Aktrvit&t in den in den Bebptelen beschriebenen Fraktionen wurde bcstimmt, 
indem angenommen wurde, daB die Werte fOr <fie optische Dichte (OD) von Marin L929-Zelleia, (fie durch 
Actinomycin D (acti D) stimuliert wurden, einer 100<Kigen Inhiblerung bzw. Hemmung entsprechen, wflhrend 
das OD aus Zellen, die mh Actinomycin D und TNFa jjezQcbtet wurden, einer maximalen ZeUmortalitat von QW> 20 
TNFff- TnhiH i'ftning entspracfa. Die in dem Versuch verwendete TNFa war rekombinante menschfiche TNFa 
(rhTNFaJi erzeugt in E. coll, wie von A. Marmcnout et. ai, "Molecular cloning and expression of human tumour 
necrosis factor and comparison with mouse tumour necrosis factor", Eur. J. Biochem* 152, Seite515 (1985) 
beschrieben. Demnach wurde der Prozentsatz an TNFo-Ihhibierung in dem Cytotoxizxtfltstest gemfiB der 
Formd(Qberechnet: 35 

Prozentsatz an TNFa-INH-Aktivittt - 

r(OD mit acti D + rhTNPa + TNF^INH - COP mit acti D + rhTNFg)" ] 
100 L (OD mit acti D) - (Od mit acti D + rhTNF* J w 

Beispiel 1 

Reimgungvoa Urin-TOFa-INH ss 

a) Konzentration von Protein aus menschBchcm Urin 

MenschEcher Urin (15 Liter) wurde frisch erhaheit aus einem Pool von 5 Patienten vor irgcndemer Behand- 
hm g Zy^t H»r Parimtim Btfen an M^hwrjJTfg mi Pnrpinmn, efaier an mafigner Hfetocytose. einer an Polymyocitig 40 
uod einer an Sepsis. Altewarenhochiieben^ 

bei 4° auf einem Amkon Uhrafihrationshohlfaserapparat konzentriert, mit einem Abschneiden (Abspaltung) 
der MotekfUgr&Be von etwa 5 kD& 

b)FSlhmg des Proteins aus menschHchemUrm 49 

Die Ansammhmg von kDnzentriertem l/riri wurde mit festem Ammoniumsutfat gesflttigt, Indem das Suimt 
lOTigcam unter gleichmfiBigem ROhren bd 4" ' zugesetzt wurde, bis eine Ammoniumsulf atkonzentration von 40% 
erreicht war. D er Niederschlag wurde durch Zentrifugieren entf erat, verworfen, und der Oborstand wurde durch 
Zugabe von w?i^ ' ^n Ammoniainsulf&auf 80%ige S&ttigung. emgesteltt Durch Zentrifugieren wurde ein Pellet so 
erbahen, dsa in 150 ml 20 mM Natrimnphosphat foH7£) und 150 mM Natriumchlorid wieder suspendiert 
wurde. J^Ammcmiumsulfat wurde durch Dialyse bd~4° unter Yerwendung von 10 mMlrls-HCLpH 7A2 mM 
EDTA und5 mM Benzarnidm-HCl entferat 

■ ^ c)Idem1fMcrungvoDT^ 55 

Die halb-geranigte Fraktion von Beispiel 1(b) wurde in einem Cytotoxizitfltstest mit der TNF-empfin^chen 
ZeflinieIiW9mAnwesenheftvonActto^ 

Fraktion wurde totale Hemmung des cytotoaischen Effekts, induziert durch rhTNFa; beobachtet, so daB der 
OD570 oorWert identisch war mh demjenigen, der in Anwesenbeh von Actinomycin D aHein (OD970 oa - U5> *> 
gemessen wurdeL 

Wdterhia wurde (fie inhibhorische Aktivh&t (Hemmkonzentration) in VerdQnnungen der Fraktion bis zu 
1 : 160 an Zellen (OD570HX1 - 0UB3) beobachtet, wfihrend der Kontroflwcrt von rhTNFa bei einer Endkonzentra- 
tion von 0£ ng/ml^ gemessen in Anwesenheit von Actinomycin D, niedriger war (ODsromn — 0^73^ ao dafi 50% 
Hemmung beobachtet wurde, bd emer Yeniannung vonetwal :100(ODs70om - 1,1 0> Der TNFa-INH hatte 65 
krm? Wrr^ m g nv* fa T^nmnUh mnmnthi^ y^mnn hne AcmK>mycmDgetestet wurde. 
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Konzentr&tion hat 

TabeQel 



15 



25 



35 



Endkonzerrtrationvon 
TNFfaoder#(pg^ 
zugesetzt zu Acdnomycm-D- 
bdianddtenL92»-Zdlen 


Form von 
Cytokine, 
zugesetztm 
denZeltafc 


0 


0 


to 


a 




fi 


20 


a 


fi 


50 


a 


fi 


100 


a 


fi 


290 


a 


fi 


500 


a 


fi 


1250 


a 




fi 


2500 


a 



EudverdfinmrngvonSephacr^ 
S-200-Inhibiernig8fraktion 
anf L9»-Zdlen (ODjro ran) 
1/20 



CO 



>1,90 

ND 
14* 

W0 

1J02 

uoa 

073 
037 

038 
024 

030 
017 

019 
011 

006 
ND 



>130 

ND 
1J66 

>1£0 

>130 
1,03 

U8 
071 

170 
044 

1,52 
030 

lj» 
013 

m 

ND 



1/50 



>1£0 

ND 
1.46 

172 
Ul 

17* 
084 

1J69 
059 

1JO 
031 

MS 
026 

ua 

019 

080 
ND 



1/80 



>1,90 

ND 
139 

1,68 
132 

lj6B 
068 

1.51 
052 

1,33 
024 

Ul 
018 

076 
013 

047 
ND 



. Beispiel 2 . 
GeffihretkflivonUrin-TNFtf-INH 

Der halbgcr^gtc TNFa-INH ^ Beimel lfr> w«de «^ G^f,?^^^^^ 
Motekulargewktov^ 

Beispiel 3 

Clromatofofcosrierung von Urin-TOFfl^INH 

Der halbgereinfgt. ^^^^^^^^SS^S Sffiff 

V20X 5 x 200 a™) ffWi^ JJp^S^^ Pro* der 

Protdnfrafctkm von Beispiel 1(b) g0 mg>wurde »^^«™™SlXnmvoii 1 ilOauf ihreWirtamgim 
pi des TNF<*INH-ProtemB. 
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Beispiel 4 

IcmenaustaosdichroHiatographie von Urh>TNFa-INH 

Der halbgereinigte TNFa-INHvon Beispiel 1(b) wurde durch Anionen-Austauschchromatographie bei 4° auf 5 
einer DRAE-Sephadexs&ule (2,6 x 20 cm) (Pharmacia, Uppsala. SchwedenX die in 10 mM TVis-HCl-Puffer 
pH 8A enthaltend 2 mM EDTA, aquiHbriert war, gereinigt Gebundenes Material wurde aus der Saule mit dem 
Aquifibrierungspuffer, enthaltend 0,8 M Natriumchlorid, ehriert Fraktionen (8,0 ml) wurden gesammelt, auf 
TNFa-ENH-Aktrvitat getestet und die mhibitorischen Praktionen wurden vereinigt (160 ml) und gegen 10 mM 
Nattiumacetat-PufferpH 3,0(4 x 21)dialyslerL 10 

Der TNFo-INH wurde wetter dutch Kanonen-AustauschcfaromatograpMe bei 4° an einer Sulfopropyi-Se- 
phadexsaule(0,8 x 15 cm) (Pharmacia, Uppsala, SchwedenX aquilibriert in 10 mM Natriumacetat-Puffer pH 5A 
gereinigt Gebundenes Material wurde aus der Saule mh dem 0£ M Natriumchlortd enthaltenden AquiHbrie- 
nmgspuffer eluiert Fraktionen (7,5 mi) wurden gesammelt, auf TNFa-INH-Aktmtat getestet und die mhibitori- 
schen Fraktionen wurden vereinigt und auf das 20fache auf einem Amicon-UlfranTtrarionsapparat mh einem 15 
MolektilgrCBenabschnitt von etwa 10 kDa eingeengt 

Beispiel 5 

Gelfiitration von Urm-TNFa-INH 20 

Das TNFovIHN-Konzentrat von Beispiel 4 wurde durch OelnltretkHischnxnatogn bei 4° auf einer 
Sephacryl-S-200 Sflule (2fi x 100cm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), a^uffibriert mh 50 mM Tris-HCl 
pH 7,4-Puffer, enthaltend 100 mM Natrhimchlorid, gereinigt Bine Probe der Proteinfraktion aus Beispiel 4 
(200 ing) wurde auf die Sa^ile aufgebracht und mit dem Aquffibrierungspuffer bei einer FlieBgeschwmdigkch von 2s 
27 ml/h ehriert Fraktionen (9/> ml) wurden gesammelt, auf TNFoINH-Aknvitat getestet und die mhibitorischen 
Fraktionen wurde vereinigt Die Sflule wurde mit Dextranblau {DB\ 2000 KDa; Rmdersenimamumin (BSA), 
67 kDa; Ovalbumin (OA> 43 kDa; o<2iyinotrypsmogen-A (cd% 25 kDa; und Ribonclease A (RN aseX 133 kDa 
kalibriert, wie in Fig. 4 gezeigt 

30 

Beispiel 6 

Af&n^techromatographie von Urin-TNFo-INH 

Eine TOTavAffinitatssaule wurde hergestellt, indem reknmhhwnte, menschfinhe TNFa (l,0mg) auf Mini 35 
Leak- Agarose (Kern En Tec, Biotedmobgy Corp, Dfinemark) in 03 MKalnimphosphat-Puffer pH 8j& gekuppeh 
wurde; Die verbleibenden, aktiven Groppen wurden durch BebrQtung in 0,1 M Emanolaimit-Ha-Puffer pH 84 
bloddert Das Gel wurde mit 50 mM Tris-HCl pH 7/*-PufTer, enthaltend 100 mM Natrimnchlorid, gewaschen 
(3 x 50 ml). Eine Probe der TOT<*INH-Fraktioiien aus Beispiel 5 (15 nil) wurde auf die Saule aufgebracht und 
mH0£MGlycm-HapH3^Puffer ehriert 40 
Tris (5 bis 40 uJ) auf pH 7,0 emgestelU un&auf TOTa-INH-Aktrvitat getestet 

~' * Beispiel 7 

Umkehiphasen-FPljC-Chroma^ 45 

Die TOT^INH-Fraktxoaen aus Beispiel 6 wurden lyophflisiert in (U% Irifluoressigsflure (£Q mQ gelOst und 
auf ProRPOUnikeluT>lmsen-FPLC>5aulc (5 x 20 cm) (jPhannflria, Uppsala, Schweden), aquiHbriert in 04% 
TYmrioressigsaure, aufgebracht Gebundenes Material wurde mit einem 0 bis 100% Acetonhnl-Gmdienten in 
<U9b Trifborasigs&ure bei einer FlieBge^windlgkeit von 03 ml/min ehdert Znjeder Fraktkm (Q75 ml) wurde 50 
0^ M Amnionmniliicarbonat 

Die Uinkehrphasen-IT 3 LcA3iro ergab einen grdBeren Peak entsprechend der TNFa-INH- AkfcV 

vitfit Die lyophfflsierten Fraktionen^ wekte<fiese Akxvhat enthiehen, wurden in 10 mM Tris-HCl pH 7,4-Puffer, 
enthaltend 2 mM EDTA, gelost und nritteb Natrramdwiecylsulfat-^^ (SDSPA- 
GE) analysiert wobd <fie von U Laemmfi et at, Nature, 277, S.680 (1970} beschriebene Methode angewandt 59 
wurde, Es wurde gefunden, daB der TNF<*INH nu^ einem Motekulargewicht v<m 

wurde. Proben, welche unter nicut-redrnderenden Bedmgungen lief en, wurden auf TWo-INH-AWvitat bei 
einer Verdunnung von 1: 10 auf L929-Zellen in Anwesenheit von O^S mg/ml rhTNFa getestet. Die gegen 
rfaTNFa gerichtete Aktivhat wanderte mh einem scfaeinbaren Molebilargewicht, das mh der 33-kDa-Bande auf 
dem Gel gdaufen unter reduzierenden Bedlngimgen, Identisch war, so 

Beispiel 8 

Frotein-Sequenzierung von Urm-TNF<p-INH 

Die aus der Unikem^hasen-FFLC-Cliroum^ isofierte TOT&INH-EYakrion wurde im Vakuum einge- 

engt und auf ein hergerichtetes Seqoe nzler filter getQpfelt Das Protein wurde mh einem Applied Biosystems 
Model 477 A-Protein-S equenxcr anaryeiert Fraktionen von den sexnienzierenden Zyklen wurden zur IVockene 
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eingedampft und in N^-Diisopropylethykmihacctat and Acetonhril vor der Injektfcm itteineHPLC-Sfiule ttr 
Asp^er-Vd<^-Pn>On^ly-I^-Ty-Il^Hi8-IVo^b^Asn^-ne 

^ndeincrProtcinseqiienz, cfie in der NBRF-ProteinsequeDzdatcnbasia (Kovembcr 1988)entnaltcn ist 

Beispiel9 

VcTflngrhnTiBrh^ ^8TMPub-INH dn Protein fet 
(a) Zeit- und Temperaturabhangi^keit 



TOTo-INH-Aktivitat in zeit- and temperaturabbangiger Weise smfct. 



HHzunakdviennig 



25 Temperatnr Zeit ProantTNFflKlNH- 

(•C) (min) Aktbtot 

10 iop 

30 56 30 WO 

60: 93* 
10 60 
75 20> 26 

60 .15. 

as 10 27 

39 95 20 10 

60 13 

.'X 

w (b) EmpfinriTlchkeit far Trypsmverdauuiig (digestive! Abbau) 

SStoSnuIlert dmdi ATNFain Anwesenheit von Acdnomyun D gantt Forme! (T). Die Brgrtnwe 
5indin<ierfblgen<la»TabeIle3anfB«rahrt 

* Trypain-lnatarvieniiig 

ProrBntinTNFa-INH- OD570nm 
Bedmgungen Akllvhat 

55 ' ■ : . — . ■ — ■ ' 

Puffer afleiti !» 0JO 

Trypan + Sojaboliii«HTiypiiiiiiiliil^faP«*w- O 

tohraiie geieirJgter Sephadex S-200-Urin 61 L03 

go teilwebe gereinigter SephadotS-200-Unn. » ^ 

verdant mh Trypsin 

(c) Behandlung mh Harnstoff 
iw«k<!«l.««l 53-200 BereinurteTNFa-lNH von Bejspiel 2 wurde zu 2 M Harnstoff gegetwmund aosgiebig 
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an em Protein, nicht vermittelt wurde. 

Beispiel 10 

Veranschaulichung von konkurrierender (koinpetitiver) Hemmung 

Dcr Sephacryi S-200-geremigte TNFo>INH von Beispiel 2 wurde bci einer VerdOnnung von 1 : 10 gegen 
steigende Mengen von rhTNFa auf L929-Zellen getestet Eme umgekehrte Wechselbeziehimg zwischen der 
Menge an vorhandenem rhTNFa in dem Test und dem Grad der Hemmung wurde beobachtet (dehe Fig, 3). 
Denmach wird die Hemm-Akdvitat kompettov durch steigende Konzentrationen an rhTNFa uberwundea 

Beispiel 11 

Hemmung der TNFa-verraittelten PGErProduktion durch derxnale Fibroblasten 

Menschliche dermale Fibroblasten wurden bei einer Konzeritrauon von 2fi x 10* Zellen/V ertiefung einge- 
bracht mid 48 h geztichtet Die Zellen wurden dann mit DMEM-Puffer, erg&nzt mit 10% PCS als KontroUe, 
gthnufiert Zellen wurden aucfa tmt rhTNFa bei Konzentrationen im Bereich von 0,5 bis 5 mg/ml stxmuliert, und 
der Effekt des TNFa-INH aus Beispiel 5 wurde bei drei Verdthmungen (1:20^1 : 50 und 1 :80) in dem obigen 
Puffer beobachtet Nach 72stQndiger BebrQtung wurde (fie PGErProdukdon im Oberstehenden durch Radioim- 
munoassay unter Verwendung eines PG^r Antiserums [dehe J. M. Dayer et al» J. CHa Invest. 67, & 1 385 (1979)] 
gemessen. 

Die Ergebnisse sind in der fotgenden Tabelle 4 gezeigt und veranschaufkhea daB die Ffthigkeh von rhTNFa 
die PGBrProduktion durch dermale Flbroblasten zu sthnufieren, durch die Zugabe von TNFa-INH bd aOen 
drei VerdQnmmgen gehemmt war. Bei einer Verdflnnung von 1 : 80 von TNFa-INH war die inhibttorische 
Akuvitflt tellweise dutch steigende rhTNFo-i^nzentradoiien Qberwunden. 



Konzentralioflcn van rhTNF PGErProduktion dutch meoschL, dermale Fibroblasten (ng/ml) 

auf menschL Flbroblasten Verdflnnttng von TNP-INH auf Fibroblasten 

(pg/ml) keine 1:80 1:50 1:20 



0 506±7,4 9Sfi±5fi , 1Q3>0±8$ 11U>±9* 

500 160,0 ±14,1 1%0±9£ , 11 5^ ±6,6 11 33 ±74 

2000 331J±2M 21 7,2 ±10,7 15V ±107 115V3±2U 

5000 3817±1W 257^ ±13,7 2534 ±21 ,2 221,6 ±16\0 



Drei verschiedene Versuche wurden mit dem gletchen Stamm von Fibroblasten durchgefflhrt Puffer oder 
TNFa-INH wurde bei vetschiedenen VerdOnnungen in Anwesenheft oder Abwesenheit von verschiedenen 
Konzentrationen an rhTNFa inkubiert Die PGBrProduktion durch gezQchtete, menschfiche, dermale FSbrobk- 
sten wurde nach 3 Tagen gemessen. Die Wertestellea die dreifachen Mittel der drei Kuituren ± SEM(N — 3) 
dar. 

Beispiel 12 
i^TNFo-Bindungshenuntest 

Rekombinante, menschfiche TNFa wurde unter Verwendung der Jodogen-Methode von Fraker und Speck jr, 
Biochem Biophy& Res. Comm. 8$.'&849 (1978^ jocfiert Die spezMsche Afcnvitftt von ["'JJINFa war 
22 x 10* cpm/ng und erzeugte erne eihzige Bande mit emetn Molekulargewicht von 17 kDa, wenn durch SDS 
PAGB anaiyriert wurde. Die menschlidie Makrophagen-Zelfinie U937 in aliquoten AnteSen von Zellen 
wurde 2 h bd 4° in einem Kjilturmedium (200 jift umfassend RPMI 1840 (Gibco, Pakley, SchotdandX ergftnzt mh 
Streptomycin (100^g/ml^ FenidTHn (100 E/m£i ij0% Giatamin und 1046 foetalem Kalbsserum, and zusftzlich 
enthaltend 0^0496 Natriumazid und 0,5 ng P^jJ-TNFo; gezflchtet Die Bmdrnigshemmung wurde durch Zugabe 
vonvergchiedenenVeniihirningmanTNF<>INH(l :2i^l : 200 und 1 :2O00)durchgenlhrt 

Nicht-spezifische Bindung wurde in Anwesenheit eines lOOfachen Ub^rscfansses von nichtmarkfertem 
rhTNFa gemessen und die freie Radioaktrvitflt wurde von dem gehundenen [^JJ-TNFa durch Zeatrifugieren 
durch ein Olgemisch abgetramt, wie von Robb etaUJ. Bed. Med, 1H S. 1455 (1981^ beschrieben, Zellgebunde- 
nes P^jyTHFa wurde iaeinemGanuna-Zahler (LKB, Broznma, Stihweden) gemessen und der Prozentsatz der 
Bindung8herniiiimg wurde nach der Fonnel (II) beatimnit 

PrOZent der B w^n ngghfmnTnimg ; 

100 x 1 - r cpm ™* ™ Fflwn ^* ~ 00111 P'cht-spczifische Bindung 1 

|_cpm Gcsamtbindung - cpm nichtrspezifische BindungJ ™ 
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Beispiel 13 

. Wirkung von TNFa.Ihra^^^IJTNF^Bhi^ an U937-Zetten 

nichtspczifiscfae Bindung korrigiert wcrden konnte. 

Beispiel 14 

20 Spaltung dues vorgeforarten THFa*J937-Koniplexes 

ZeItenwuidengewa]!dienuDd<mtwed»bei4 o^^^^^L-- rt»ti.TOP« in Anwcsenheit tod 

nndTemperatiu^abhfli^genWei8c(deheFlfr6)erfolgt 

Bdspiel 15 

30 ixajtdi^daBTOT^WHkfflnProteotytiknm 

39 SSSSffiK^^ 



40 



S3 



60 



69 



fraktkmen (I ml) wurdcn bd efater V«rdflmiung ^J-J."*^ To—ol Die linie ( ) bodeutet ODao m 
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de forfeit ' 

5 zeigt die SDS PAGE- Analyse von gettinigtem TNFa-INH von Beispiel 7. SDS PAGE wurd wie von U. 
Laemmli et aL, Nature, 277, loc cit, beschrieben, durchgefflhrt Die Proben wurden auf 15% Polyaerylamid-Gel 
mit einem 3% Packungsgel geladen, und die Gele wurden nut Silber angefirbt, wie von C Merril et al, Proa 
tfatL Acad. ScL USA, 76, S. 4335 (1979) beschrieben. Probelflnfe outer nicht-reduaerenden Bedingungen wurden 
auf biologische Aktrvhftt getestet, indem 2 mm-Scheiben von dcm Gel abgeschnitten und die Proteine durch 
BebrOtung ttber Nacht in 10 mM Tris-HCl pH7A enthahend 2mM EDTA (Gesamtvohimen 200 uft eluiert 
wurden. Die Fraktionen wurden bei einer Verdttnnung von 1 : 10 auf L929-ZeHen in Anwesenheit von rhTNFa 
(0.15 ng/ml) getestet 

Fig. 6 zeigt die Wirkung von TNFa-INH auf P M J>TNFop-Bmduiig an U937-Zettea TNFa-INH wurde bei drei 
verschiedenen Verduunungen in Anwesenheit von [^fl-TNFa mit der U937-ZcUenlinie, wie in Beispiel 13 

beschrieben, bebrutet Leere Vierecke ( O Q) bedeuten BebrOtung in Anwesenheit von TNFa-INH und die 

leeren Dreiecke ( A — A) bedeuten die Kontrollprobe. AusgefOllte Symbole bedeuten eine 30mkuuge Vor- 
Inkubation vonTNFoINH bei 20° mkP^frWFaindem Kxilturmedhim vor der ZeUzugabe. 

Fig. 7 zeigt (fie Spaftung eines vorgeformten TNFa : U937-Kompiexes. U937-Zellen wurden mh [>»J}TNFa 
vor-inkubiert, gewaschen und mit TNFa-INH, wie in Beispiel 14 beschrieben, entweder bei 4° (□ — Q)oder 

zr(m ■ ) bebrutet Bet der angegebenen Zeh wurde die mit der ZeUe verbundene Radioakuvitftt gemessen 

und der Prozentsatz der speaifischen Bindung bestimmt Auf dem Diagramm wurde der von der KontroQe 
erhaltene Wert ohne den Inhibitor abgezogen von den Werten, die bei den zwei Temperaturen erhalten wurden, 
so daS 100% dem Wert entsprechen, der ohne Zugabe von TNFa-INH erhalten wurde. 

Patentansprflehe 

1. Ein Protein, das Tumor Necrose Paktor (TNF)o-vennittcltc Akuvitat inhibiert (hcmmt> jedoch andere 
Proteine, welche mit TNF gewisse, jedoch nicht alle biologischen Aktivhaten von TNF gemeinsam haben, 
nicht blockiert 

2. Protein, das Tumor Necrose Faktor^vennitteite Aktivitat selektiv hemmt und ein oder mehrere der 
foigenden Charakteristika hat: 

(a) On Moleknlargewkht im Bereieh von 40 bis 60 kDa, bestimmt durch Mokkukraebchromatogra- 

phicj 

(b) emen isoeiektrischen Punkt (pi) im Bereieh von 5,5 bis 6,1, bestimmt durch Chromatofoknssierimg; 

(c) Hemmxmg des Staixdard-TNF-Testa der Diffeitsntialcytotoxizu^ far Murin L929-Zeflen, die mit 
Actinomycin D behandelt sind; 

(d) Hemmung von TNF-induzierter PGBr Freisetzung aus measchBchen FibroMasten und Synoviahei- 
len; g . 
Ce)a>rmlril3horst0rtbzw.flberlagertsfchmh 

sche TumorzellinieX wie durch mKmeruntg der Bindung von rad»aktrvinaikierter TNFa (* "I-TNFa/ 

ersftchdich winL 

(f) die Spaftung ernes vofgebildetefi TNFa : UStf-ZeUkomplexes wird durch den Inhibitor in tempera- 
turabhfingiger Weise geftrdert; 

(a) der Inhibitor bant TNF durch proteolytischeSpaltungnicMab; 
AYderlnhibStor hemmt nicht ILrl-Rezeptor-bindende Aktivitat z. RdieBindmigvonradwakuv markier- 
Cem IL-1 P*ML4aJan die MurhtThymoma^ubzelmue EL4-6.1. 

3L Protein, das selektiv Tumor Necrose Faktoro-vermittehe Akuvitflt inhibiert (hemmt) und em oder 

mehrere der foigenden Cnarakteristika hat: 

(a)Eto Molekuiargewicht von etwa 33 kDa, bestimmt durch SDS-PAGE; , . * 
(bl dnen iaoeiektritchen Punkt (pi) im Bereieh von 5^ bis & 1, bestimmt durch Oiromgtafotaiisienmg; 
( C ) inhibierung des StandardrTNF-Tests der Difi^rentiaK^ytoto^tat fur Murin L929-Zellen, die mit 
Actinomycin D behandelt sind; . . 

(d) Inhibierungvoii TNF-mdraerter PGEj-Feisetzung aus meoschfichen FibroMasten und Synoviabel- 

J fT I; ' "" " ■*- 

(e) der miubitor stort (Qberlagert) die Bindung von TNFa an U937-Zellen (eine monocytische TWorfi- 
nielwieo^uxhlnhmierungder Bihckng^ nidfaiktiv 

(f) ale Spahung eines vorgeformten TNFa : U937-ZeDkDmpkxes wird durch den Inhibitor in tempera- 
^p ^hhang lger wdm gefSrderthzw. h erv oraerufcni 

(g) der IhWHtor bam nicht TOT ^ _ 

(h) der mhibitor hemmt nicht H^l-Rezcpto^bindende Aktivitat z-B. die Bindung vrarafioakuv 
markiertetn IL-1 (^ML-lqJandie Murin Thynioma^hzeffinie EL4— e\L 

4. ^ Protem gema^ einem der Aiisprflcfae 2 oo^ 
oder mehreren der Egenschaften(c) bis (h). 

5, ProtemgeiiiaBcinemdwAiispTUche2c^ <4 ^ t j ^ 

& Prc^em gemU einem der Ansiniieto 

7. Protein gemaB einem der AnsprOche 1 bis mh einer amnratenninalen Aminosauresequenz folgender- 
mafien: 

Asp^cr-VaK^^Pro-Gln^ty-I^TVr-ne^ 

& Protein gemfifl Anspruch 7, mit einer sininoterminalen Aminotluresequenz fblgesdermaBen: 
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5 Kn^tLtfidi^ 

WProteingemaB Artspm^^ 

£ £ol£ Sfl S^Se 1 b* 11. dadurch gekennzdchnet, daB es «n rekombinantes Proton 
10 S Protein gemaB einem der Ansprtcfae 1 bis 12, dadurch gckennzeicfanet. daB es em glykosyilertes Protein 
U. Protein gemaB einem der Ansprtcfae 1 bis 12, dadarcb gekennzeichnet, daB es im wesentHchen in 
^^e^SSSrf««end eine Nucleotidsequer^ wdchc dn Prot^ kodiert, wie in eineo, der 

JSntbinanter E^mas^ector, unrfassend ^^f^JZ£^^ " * 
18. Wb-taeBe,transfomilertmil einem EjcpresaionsvektorgwnflBAnspr^lT. -„ 
5 VerfSS zurfitawtdmiig tines TNFoJMrWrotetas, dadnrch gekemoeiduiet. daB erne ZeOe gemlB 
Ansnruchl8gezachtetunddjuiTOT»IKW^^ . 4n 

20^^ibin^rProtem, hergesteflt nach der Methode von Anspruch ^ , . 

(a) Konzentrauon des Urins von Fteberpadentenf 
fo)AnwK>niumsulfatfaIlung; 
fa) Ankniaustauschchromatographie; 
^Kadonenaiimiischdntmiatograpiue; 
(e)Gelfihratkin: 

ft) Affinitatschrooiatogranriic; and 
22 definicrt, oder em phannaaeatfsch annctobaraDcmatdaraiimittHt 
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